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iRÉSUMÉ
Les CTR2 et CTR2, deux formes clivées du récepteur à l’inositol 1,4,5- 
trisphosphate, créent des canaux calciques constitutivement actifs
Par
Alexandre Mallet 
Département de Pharmacologie
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de 
l’obtention du diplôme de maître ès sciences (M.Sc.) en pharmacologie, Faculté de 
médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec,
Canada, J1H 5N4
Lors de l’activation de l’apoptose, une multitude de protéines sont clivées. Parmi 
celles-ci, on retrouve le récepteur à l’inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3R) qui est clivé par 
la caspase-3 au niveau du domaine de régulation, tout juste avant le domaine du pore 
calcique. L’ÏÏ^R est un récepteur-canal situé à la membrane du réticulum endoplasmique 
et joue un rôle crucial dans la régulation du Ca2+ intracellulaire. Le fragment issu du 
clivage par la caspase-3 aurait la particularité de créer des canaux calciques 
constitutivement actifs. La présence de ces canaux provoquerait un débalancement dans 
l’homéostasie calcique, essentielle à la survie et au maintien de la cellule. En dirigeant 
l’expression de ce fragment dans des cellules ciblées, tel que les cellules cancéreuses, la 
perturbation de l’homéostasie calcique pourrait être suffisamment importante pour activer 
les voies apoptotiques.
Nous avons voulu caractériser le débalancement calcique provoqué par le 
fragment du récepteur à l’IP3 (CTR). Pour ce faire, nous avons créé les fragments CTR1 
et CTR2, correspondant aux formes de FIP3R-I et de PIP3R-2 , respectivement, tronqués 
au début du domaine canal. Nous avons montré l’expression du CTR1 et du CTR2 au 
niveau du réticulum endoplasmique ainsi que leur capacité à former des homo- et 
hétérodimères avec d’autres CTRs et avec les IP3RS endogènes de la cellule. L’évaluation 
du contenu calcique du réticulum endoplasmique a révélé que les CTR1 et CTR2 forment 
des canaux calciques constitutivement actifs, mais que leur impact sur l’homéostasie 
calcique ne semble pas affecter la cellule. Ces résultats montrent donc que les CTR1 et 
CTR2 ne sont pas des bons candidats pour moduler les niveaux calciques du réticulum 
endoplasmique.
Mots clés : récepteur à l’inositol 1,4,5 trisphosphate, IP3R, calcium, canal calcique, 
réticulum endoplasmique
ii
Table des matières
Liste des figures...................................................................................................................iv
Listes des abréviations........................................................................................................ v
1. Introduction....................................................................................................................... 1
1.1 Le calcium............................................................................................................. 1
1.2 La relâche calcique............................................................................................... 2
1.3 L’entrée calcique.................................................................................................. 2
1.4 Le retour au niveau basai..................................................................................... 4
1.5 Les récepteurs à TIP3 ........................................................................................... 5
1.6 Régulation des IP3RS........................................................................................... 8
1.6.1 Régulation par le calcium......................................................................8
1.6.2 Régulation par l’ATP............................................................................8
1.6.3 Régulation par des interactions protéine-protéine.............................. 10
1.7 Implication des IP3RS dans l’apoptose.............................................................12
1.8 Implication de la portion C-terminale de FIP3R-I dans l’homéostasie 
calcique..................................................................................................................... 15
Problématique de l’étude...................................................................................................18
Matériel................................................................................................................................ 19
Méthodes..............................................................................................................................20
Culture des cellules HEK-293..................................................................................20
Transfection des constructions CTRs......................................................................20
Solubilisation des cellules HEK-293.......................................................................21
Immunoprécipitation des IP3RS..............................................................................21
Traitement à la PNGase F........................................................................................ 21
Électrophorèse sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE)........................................22
Microscopie à fluorescence...................................................................................... 22
Mesure du Ca2+ intracellulaire sur des cellules individuelles................................ 23
Analyses statistiques................................................................................................ 24
Résultats...............................................................................................................................25
Constructions du CTR1 et du CTR2........................................................................25
Expression du CTR1 et du CTR2 dans les cellules HEK-293............................... 25
Localisation intracellulaire des constructions CTR1-HA, CTR2-HA et CTR2-
His/Myc dans les cellules HEK-293........................................................................27
Association en homo- et hétérodimères de CTRs...................................................30
Association en hétérodimères avec les IP3RS endogènes........................................32
Essais fonctionnels : Mise au point des conditions expérimentales........................35
Le CTR1 accentue la perte calcique du réticulum endoplasmique dans les cellules 
HEK-293...................................................................................................................37
iii
Le CTR2 affecte très peu la perte calcique du réticulum endoplasmique dans les
cellules HEK-293..................................................................................................... 41
Discussion............................................................................................................................43
Conclusions..........................................................................................................................48
Remerciements....................................................................................................................49
Références 50
IV
Liste des figures
Figure 1 : Schématisation des différents éléments impliqués dans la signalisation calcique 
et le maintien du calcium cytosolique dans les cellules non-excitables...............................3
Figure 2 : Schématisation de la structure de FIP3R- 1 ..........................................................7
7 4-Figure 3 : Changement de conformation de FIP3R-I induit par le Ca ............................ 9
Figure 4 : Schématisation des différents mutants de FIP3R-1 utilisés par le groupe de 
Nakayama en 2004................................................................................................................17
Figure 5 : Schématisation des constructions CTR1-HA, CTR2-HA et CTR2-His/Myc...26
Figure 6  : Expression des constructions CTR1-HA, CTR2-HA et CTR2-His/myc dans 
les cellules HEK-293............................................................................................................28
Figure 7 : Déglycosylation de la construction CTR2-HA avec la PNGase F .................... 29
Figure 8  : Colocalisation de CTR1-HA, CTR2-HA ou CTR2-His/Myc avec la calnexine 
dans les cellules HEK-293................................................................................................... 31
Figure 9 : Association en hétérodimères entre CTR2-HA et CTR2-His/myc (Panels A et 
B), et entre CTR1-HA et CTR2-His/myc (Panel B)........................................................... 33
Figure 10 : Interaction des IP3RS endogènes avec le CTR1-HA et le CTR2-HA 34
Figure 11 : Tracé typique du traitement des cellules HEK-293 avec la thapsigargine 36
Figure 12 : Détermination du temps d’incubation optimal des cellules HEK-293 dans un 
milieu sans Ca2+extracellulaire afin d’observer une fuite calcique significative..............38
Figure 13 : Identification des profils de fluorescence du pDS-Red dans les cellules HEK- 
293......................................................................................................................................... 39
Figure 14 : Le CTR1-HA accentue la perte calcique du réticulum endoplasmique dans les 
cellules HEK-293..................................................................................................................40
Figure 15 : Le CTR2-HA affecte très peu la perte calcique du réticulum endoplasmique 
dans les cellules HEK-293................................................................................................... 42
Liste des abréviations
ADNc acide désoxyribonucléique complémentaire
ADP adénosine diphosphate
ATP adénosine triphosphate
CaM calmoduline
CaMKII calmoduline kinase II
CTR C-terminal Récepteur
DAG diacylglycérol
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
DTM domaine transmembranaire
DTT dithiothréitol
EGTA acide éthylène glycol-bis(P-aminoéthyl éther)
FBS sérum de veau foetal
GPCR récepteur couplé aux protéines G
HBSS Hepes Buffered Saline Solution
HEK Human Embryonic Kidney
IP3 inositol 1,4,5-trisphosphate
IP3R récepteur à l’inositol 1,4,5-trisphosphate
kDa kiloDalton
NCX échangeur sodium/calcium
PB S tampon phosphate salin
PLC phospholipase C
PMCA plasma membrane Ca2+ ATPase
PIP2 phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
PVDF polyvinyl-dinene difluorure
RE réticulum endoplasmique
SDS sodium dodécylsulfate
SOC Store Operated Chanel
SOCE Store Operated Calcium Entry
RTK récepteur tyrosine kinase
TG thapsigargine
TRP Transient Receptor Potential
SERCA Sarcoplasmic/endoplasmic Ca2+ ATPase
11. Introduction
1.1 Le calcium
Le calcium est un élément du tableau périodique essentiel à la vie, tout comme l’oxygène, 
le phosphate, le carbone, l’hydrogène, le sodium, le chlore, le soufre, le potassium et 
l’azote. On le retrouve abondamment dans la croûte terrestre, est utilisé dans la 
constitution des feuilles d’arbre et est essentiel dans la santé des os, des dents, et dans la 
formation des carapaces des crustacés. Dans la nature, le calcium se présente sous forme 
de calcaire, de gypse, de fluorine, d’apatite. Dans le corps humain, l’hydroxylapatite 
(Ca5(P0 4 )3(0 H)) est la molécule principale qui forme la composition des tissus osseux.
La vie a intégré le calcium dans son développement. Le corps humain extrait le calcium 
de l’alimentation et la cellule l’utilise sous forme ionisée (Ca2+) en tant que second 
messager pour la régulation de plusieurs phénomènes tels que la différentiation cellulaire, 
la sécrétion, la contraction musculaire, la transcription, la prolifération et l’apoptose. Ces 
différents phénomènes sont finement régulés par des fluctuations des niveaux calciques
' y ,
intracellulaires. De façon générale, une augmentation du Ca cytosolique mène à 
l’activation de ces événements tandis qu’une diminution du Ca2+ cytosolique cause une 
inactivation. Le réticulum endoplasmique (RE) constitue le principal réservoir de Ca2+ 
dans la cellule. La concentration calcique y est de l’ordre de 1 mM (Hajnoczky, Davies et 
al. 2003). Le milieu extracellulaire constitue aussi une importante source de Ca2+ pour la 
cellule. On y retrouve une concentration calcique similaire à celle du RE, soit entre 1 et 2 
mM. La cellule maintient une concentration calcique basale d’environ 100 nM dans le 
cytosol.
21.2 La relâche calcique
Une forte concentration de Ca2+ peut être toxique pour la cellule qui doit donc utiliser 
différents mécanismes pour contrôler son niveau intracellulaire de Ca2+, autant lors du 
maintien du niveau basai que lors des relâches calciques. Dans les cellules non excitables, 
l’augmentation de la concentration intracellulaire de Ca2+ est le résultat d’une cascade de 
réactions dont le produit final est la formation d’inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) (voir 
figure 1). Cette cascade est activée par une grande variété d’hormones, de facteurs de 
croissance ou de neurotransmetteurs qui activent des récepteurs de type tyrosine kinase 
(RTK) ou des récepteurs couplés à la protéine Gq (GqPCR), situés à la membrane 
plasmique. Ceci mène à l’activation de phospholipases C (PLCp et PLCy) qui 
hydrolysent le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) en IP3 et diacylglycérol 
(DAG). Dû à son hydrophobicité, le DAG demeure à la membrane où il active la protéine 
kinase C (PKC), une sérine/thréonine kinase capable de phosphoryler différents substrats. 
L’IP3, quant à lui, diffuse rapidement dans le cytosol et atteint le RE où il active son 
récepteur (IP3R), un récepteur canal, provoquant la libération du Ca2+ emmagasiné dans 
le RE (Ehrlich and Watras 1988; Berridge 2009).
1.3 L’entrée calcique
Suite à la relâche calcique du RE, il se produit une entrée de Ca2+ extracellulaire. Cette 
entrée a pour but de soutenir l’augmentation de la concentration calcique à l’intérieur de 
la cellule et de restaurer les niveaux de Ca2+ du RE. Cette seconde phase du signal 
calcique se produit via deux mécanismes, soit le SOCE pour « Store Operated Calcium 
Entry » et le ROCE pour « Receptor Operated Calcium Entry ». Le mécanisme appelé 
SOCE implique différents canaux calciques dits SOC « Store Operated Channels » ainsi 
qu’une protéine située à la membrane du RE. Cette protéine détecte les variations du 
contenu calcique du RE et, en cas de baisse, envoie un signal à la membrane plasmique 
qui cause l’ouverture des canaux SOC (Kiselyov, Xu et al. 1998; Zhang, Yu et al. 2005).
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Figure 1 : Schématisation des différents éléments impliqués dans la signalisation
calcique et le maintien du calcium cytosolique dans les cellules non- 
excitables.
L’activation de la PLC, soit par la voie du GqPCR ou du RTK, hydrolyse le PIP2 en DAG 
et IP3. L’IPa active FIP3R qui s’ouvre afin de relâcher le Ca2+ du RE vers le cytosol. 
Alors que la concentration calcique diminue dans le RE, l’activation du SOCE permet 
une entrée de Ca2+ provenant du milieu extracellulaire afin de maintenir le signal calcique 
et de regarnir le RE. Le retour à l’équilibre et le maintien des gradients de concentration 
sont assurés par l’action de pompes et d’échangeurs (PMCA, SERCA, NCX). (PMCA : 
Plasma Membrane Ca2+ ATPase, SERCA : Sarcoplasmic Endoplasmic Ca2+ ATPase, 
NCX : Échangeur Na+/Ca2+, DAG : Diacylglycérol, PIP2 : Phosphatidylinositol 4,5- 
bisphosphate, IP3 : Inositol 1,4,5-trisphosphaste, RE : Réticulum Endoplasmique, G : 
Protéine G, RTK : Récepteur Tyrosine Kinase, GPCR : G-Protein Coupled Receptor,
L’entrée de Ca2+ dans la cellule via les canaux SOC persiste aussi longtemps que la 
réserve calcique du RE n’est pas rétablie. Ce mécanisme d’entrée de Ca à travers la 
membrane plasmique faisant appel aux canaux SOCs a été nommé l’entrée capacitative 
(Putney 2009). La protéine STIM1, située à la membrane du RE, agirait en tant que 
senseur de Ca2+ et serait impliquée dans l’entrée capacitative suite à la déplétion du 
contenu du RE. STIM1 possède un domaine EF-hand à l’intérieur du RE capable de lier 
le Ca2+. Suite à une relâche calcique, la déplétion du RE en Ca2+ favoriserait la libération 
du domaine EF-hand de STIM1, causant un changement conformationnel de la protéine 
menant à son agrégation. Ces agrégats, nommés punctae, pourraient interagir avec la 
protéine Orail à la membrane plasmique. Orail est un canal calcique faisant partie des 
canaux SOCs et serait impliqué dans l’entrée capacitative de Ca2+ (Putney 2009). Les 
canaux de la famille des TRPs (Transient Receptor Potential) ont aussi été identifiés 
comme les plus susceptibles de remplir le rôle des SOCs (Kiselyov, Xu et al. 1998; Roos, 
DiGregorio et al. 2005; Zhang, Yu et al. 2005). Le second mécanisme d’entrée calcique, 
appelé ROCE, implique différents canaux dits ROC « Receptor Operated Channels ». 
L’activation de ces canaux est indépendante du contenu calcique du RE et plutôt 
dépendante de l’activation d’un récepteur membranaire (Hofmann, Schaefer et al. 2000).
1.4 Le retour au niveau basai
Puisqu’une exposition prolongée de la cellule à un niveau de Ca2+ cytosolique élevé 
entraîne une toxicité, plusieurs mécanismes agissent de concert afin de ramener les 
niveaux de Ca2+ à l’état basai. La PMCA (Plasma Membrane Calcium ATPase) située sur 
la membrane plasmique, pompe le Ca2+ contre son gradient vers l’extérieur de la cellule 
en utilisant l’énergie de l’hydrolyse de l’ATP. La PMCA possède une forte affinité pour 
le Ca2+ et le transporte donc à faible vitesse (Carafoli, Santella et al. 2001). Aussi à la 
membrane plasmique, l’échangeur Na+/Ca2+ utilise l’énergie du gradient de Na+ afin 
d’abaisser rapidement la concentration de Ca2+ intracellulaire. L’échangeur Na+/Ca2+ 
possède une affinité plus faible envers le Ca2+ que la PMCA (Carafoli, Santella et al. 
2001). La pompe SERCA (Sarco-Endoplasmic Réticulum Calcium ATPase), située sur la 
membrane du RE, pompe le Ca2+ contre son gradient du cytosol vers le RE en utilisant 
l’énergie de l’hydrolyse de l’ATP. La SERCA est responsable de la régénération du
5contenu calcique du RE. Grâce à ces trois mécanismes, la cellule parvient à ramener son 
niveau calcique intracellulaire à un niveau basai, et donc à mettre fin à la signalisation 
calcique.
1.5 Les récepteurs à l’IP3
L’élévation de la concentration intracellulaire de Ca2+ doit nécessairement passer via la 
relâche du contenu calcique du RE, et donc emprunter le canal calcique IP3R. Les IP3RS 
jouent un rôle crucial dans la signalisation calcique. Il existe trois isoformes d’IP3R, soit 
l’lp3R-l, l’IP3R- 2  et l’IP3R-3 . Chacune de ces isoformes provient d’un gène distinct, 
mais possède une homologie de séquence et de structure de 60-80% envers les autres, 
avec certaines régions de plus forte homologie, tel que le domaine de liaison et le 
domaine canal (Patel, Joseph et al. 1999; Taylor, Genazzani et al. 1999). Leur masse 
moléculaire varie de 220 kDa à 260 kDa (Chadwick, Saito et al. 1990). Les différents 
types cellulaires peuvent exprimer les trois isoformes en différentes proportions, 
lesquelles s’associent en homo- ou hétéro-tétramères pour former des canaux calciques 
fonctionnels (Joseph, Lin et al. 1995; Monkawa, Miyawaki et al. 1995). Tel qu’illustré à 
la Figure 2, les IP3RS sont constitués de trois domaines fonctionnels : un domaine de 
liaison à l’IP3 allant des résidus 226 à 576, un très grand domaine de régulation situé aux 
résidus 577 à 2276, et un domaine d’ancrage à la membrane (résidus 2277 à 2590) lequel 
contient la portion canal du récepteur.
La séquence des 225 premiers résidus des IP3RS constitue un domaine qui cause un 
encombrement stérique perturbant l’accès de ITP3 au domaine de liaison. Ce domaine est 
appelée domaine suppresseur de liaison et serait responsable de la différence d’affinité 
des différentes isoformes d’D^R pour l’IP3 (Bosanac, Yamazaki et al. 2005).
Le domaine de liaison est la région la mieux conservée à travers les trois isoformes 
d’IPsR. On y retrouve 1 1  acides aminés basiques pouvant interagir avec ITP3 
(Yoshikawa, Morita et al. 1996; Bosanac, Alattia et al. 2002). Parmi ces 11 acides 
aminés, trois sont indispensables à la liaison de FIP3, soit l’arginine 265, la lysine 508 et 
l’arginine 511 (Yoshikawa, Morita et al. 1996).
Le domaine de régulation, long d’environ 1700 résidus, est le domaine le moins bien 
conservé à travers les trois isoformes. C’est via ce domaine que les agents régulateurs 
agissent afin de moduler l’activité de PIP3R. C’est aussi via ce domaine que le signal de 
liaison de l’IP3 est transmis au domaine canal afin d’engendrer l’ouverture du pore 
calcique (Bosanac, Michikawa et al. 2004). La différence d’homologie de séquence entre 
les trois isoformes est signe que chacune des isoformes est différemment régulée de 
manière spécifique par les divers agents régulateurs. Il a de plus été démontré que le 
domaine de régulation est nécessaire afin de garder le canal fermé, et que sa régulation 
facilite plus ou moins l’ouverture du canal. Lorsque le domaine de régulation est enlevé 
de l’IP3R par mutagenèse dirigée, le pore calcique tend à demeurer ouvert, laissant 
s’échapper le Ca2+ du RE vers le cytosol (Nakayama, Hattori et al. 2004).
Le domaine d’ancrage, aussi connu sous le nom de domaine canal, est composé d’environ 
600 acides aminés dans la section C-terminale de ITP3R. Il est constitué de six domaines 
transmembranaires (TMD) et d’un segment hydrophobe composé de 23 acides aminés 
situés entre le cinquième et sixième TMDs. Le pore calcique est formé par les domaines 
transmembranaires cinq et six, et le petit domaine hydrophobe. Le pore calcique possède
i
un filtre de sélectivité pour les cations, par lequel le Ca effectue sa liaison initiale afin 
de passer dans le pore. Ce filtre est composé des résidus GVGD (résidus 2547-2550 de 
l’IP3R-l de rat) conservés à travers les trois isoformes et cruciaux pour le passage du 
Ca à travers le pore. Parmi ces résidus, l’aspartate 2550 de ITP3R-I est absolument 
essentiel à la fonctionnalité du pore. Lorsqu’elle est mutée, l’IPsR perd toute possibilité
- y ,
de conduire du Ca (Boehning and Joseph 2000). En plus des rôles d’ancrage et de 
formation du canal calcique, le domaine d’ancrage possède des séquences de rétention au 
RE, présentes dans chaque paire de TMDs (TMDs 1 et 2, TMDs 3 et 4, TMDs 5 et 6 ). Le 
domaine d’ancrage est donc responsable de la présence de l’B^R à la membrane du RE.
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Figure 2 : Schématisation de la structure de FIP3R-I
Panel A : Représentation unidimensionnelle simplifiée de PIP3R-I. Y sont représentés 
les sites de liaison pour le Ca2+ et l’ATP, les sites d’interaction avec la protéine 
calmoduline (CaM) et les sites de phosphorylation par les protéines kinases A et G 
(PKA/PKG). Y sont aussi représentés les domaines de liaison à l’IP3, de régulation et 
canal. Panel B : Représentation à plus grande échelle de l’IP3R -l. Le résidu D2550 est 
essentiel à la fonctionnalité du canal. Panel C : Structure tétramérique des IP3RS déduite 
à partir de données obtenues par microscopie cryoélectronique et de données 
biochimiques sur la structures des IP3RS. Le N-terminal et le C-terminal de chaque sous- 
unité sont indiqués.
Finalement, la petite portion C-terminale située entre les résidus 2591 et 2749 est 
impliquée dans l’oligomérisation et la formation du tétramère. Elle contient aussi 
plusieurs sites d’ancrage pour des protéines responsables de l’activité du canal.
1.6 Régulation des IP3RS
Les EP3RS sont régulés par une panoplie de molécules venant se lier au très grand 
domaine de régulation. Ce domaine de régulation, d’environ 1700 résidus, permet ainsi la 
liaison de molécules régulatrices à des endroits bien spécifiques afin d’induire une 
régulation précise du récepteur. Ces molécules régulatrices peuvent être de petites 
molécules telles que le Ca et l’ATP, des enzymes ou plusieurs autres protéines 
d’interaction.
1.6.1 Régulation par le Ca2+
La régulation des IP3RS par le Ca2+ est un phénomène bien caractérisé. Le Ca2+ régule de 
manière biphasique les IP3R.S (Bezprozvanny, Watras et al. 1991; Miyakawa, Mizushima
- y ,
et al. 2001; Mak, McBride et al. 2003), c’est-à-dire que des niveaux de Ca faibles
• y ,
(inférieurs à 1 pM) favorisent l’ouverture du canal, tandis que des niveaux de Ca élevés 
(supérieurs à lOpM) favorisent la fermeture du canal (Foskett, White et al. 2007). Des
1
sites de liaison pour le Ca ont de plus été identifiés sur les IP3RS. On en retrouve 6  dans 
le domaine de régulation (Sienaert, Missiaen et al. 1997). Ainsi, lorsqu’il y a liaison du 
Ca2+ sur FIP3R, celui-ci adopte une conformation ouverte dite « moulin à vent », tandis
1
qu’il adopte une conformation plus compacte, dite « carrée », en absence de Ca 
(Hamada, Terauchi et al. 2003). Ce changement conformationnel permet au récepteur de 
se réorganiser pour moduler la liaison de FIP3 (Voir Figure 3).
1.6.2 Régulation par l’ATP
Tout comme le Ca2+, l’ATP régule les IP3RS de manière biphasique (Ferris, Huganir et al. 
1990). En agissant de concert avec FIP3, le Ca2+ et certaines kinases, phosphatases et 
protéines de régulation, l’ATP contribue à la régulation fine des IP3RS. Pour FIP3R-I, des
1
concentrations d’ATP de 1 pM à 10 pM augmentent la relâche de Ca induite par FIP3,
9A B
Image adaptée de AMADA et al. 2003
Figure 3 : Changement de conformation de PIP3 R-I induit par le Ca2+
Panel A : Vue typique de l’IP3R-l en microscopie électronique dans un milieu sans Ca2+. 
Cette conformation, appelée la forme « carrée », représente la forme fermée du récepteur. 
Panel B : Vue typique de l’DPîR-l dans un milieu avec Ca2+. Cette conformation, appelée 
la forme « moulin à vent », représente la forme active du récepteur.
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alors que des concentrations de l’ordre de 100 pM diminuent la relâche de Ca2+. Cet effet 
a été observé dans plusieurs lignées cellulaires telles que les neurones primaires (Kaplin, 
Snyder et al. 1996), les cellules musculaires lisses (lino 1991), les cellules acineuses 
exocrines (Park, Betzenhauser et al. 2008) et plusieurs lignées de cellules immortalisées 
(Maes, Missiaen et al. 2000; Maes, Missiaen et al. 2001; Park, Betzenhauser et al. 2008). 
L’ATP lierait directement des régions riches en glycine GXGXXG (Patel, Joseph et al.
1999). LTP3R-I contient deux sites de liaison pour PATP, nommés ATPA et ATPB 
(Patel, Joseph et al. 1999; Wagner, Betzenhauser et al. 2006). Le site ATPB est conservé 
dans les IP3R- 2  et IP3R- 3  tandis que le site ATPA est unique à l’H^R-l. Un troisième site 
de liaison, ATPC, lui aussi unique à TD^R-l, est généré lors de l’épissage alternatif de 39 
acides aminées (variant SU-). Le domaine de liaison ATPB aurait une importance 
différente en fonction des différentes isoformes de TIP3R. Pour l’IP3R-2 , la délétion du 
domaine ATPB abolit complètement l’effet de l’ATP. Toutefois, l’ablation du domaine 
ATPB de TIP3R- 3  n’a aucun effet sur la modulation du récepteur par l’ATP 
(Betzenhauser, Wagner et al. 2008). Ce phénomène illustre bien les différences de 
régulation entre les trois isoformes d’H^R et démontre la complexité de la réponse 
calcique.
1.6.3 Régulation par des interactions protéine-protéine
-Ankyrine
Les ankyrines font partie d’une famille de protéine d’échafaudage dont le rôle est de 
permettre ou de faciliter les interactions entre différentes protéines membranaires, 
cytosoliques ou du cytosquelette. Parmis les ankyrines, l’ankyrine-B est la seule connue 
comme étant capable d’interagir avec les IP3RS (Lencesova, OTMeill et al. 2004; Mohler, 
Davis et al. 2005). Plusieurs études ont démontré qu’elle interagit avec PIP3R-I, 
(Bourguignon, Jin et al. 1993; Joseph and Samanta 1993; Bourguignon and Jin 1995; 
Kline, Cunha et al. 2008) inhibant ainsi la liaison de TIP3 et empêchant la relâche 
calcique (Bourguignon and Jin 1995). De plus, une étude a démontré en 2008 que le site
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de liaison de Fankyrine-B se situait au niveau de la partie N-terminale (résidus 924-991) 
de FIP3R-I (Kline, Cunha et al. 2008).
-Calmoduline
La calmoduline (CaM) est une protéine ubiquitaire de 16,7 kDa capable de lier le Ca2+. 
Elle interagit aussi avec plusieurs protéines comme le récepteur à la ryanodine (RyR) et 
FIP3R- 1  (Yamada, Miyawaki et al. 1995; Saimi and Kung 2002; Ozawa 2010). Deux 
sites de liaison des IP3RS avec la CaM sont actuellement connus. Le premier site, 
identifié dans le domaine de régulation de FIP3R-I (résidus 1564-1585), implique que la 
CaM doit être liée au Ca2+ afin d’être reconnu (Maeda, Kawasaki et al. 1991). Le 
deuxième site, quant à lui, est retrouvé dans le domaine de liaison de FIP3R-I (résidus 
1656) et ne nécessite pas la liaison de la CaM au Ca2+ (Adkins, Morris et al. 2000). La 
liaison de la CaM sur ce site indépendant du Ca2+ induit un effet inhibiteur sur l ’activité 
de FIP3R-I, tandis que le site dépendant du Ca2+n’est pas impliqué dans l’effet inhibiteur 
de la CaM sur FIP3R-I (Michikawa, Hirota et al. 1999; Missiaen, Parys et al. 1999).
-Homer
La protéine Homer fait partie des protéines d’échafaudage, lesquelles facilitent les 
interactions entre diverses protéines. La protéine Homer lie les motifs polyproline 
présents dans plusieurs protéines dont TRPC1, le récepteur à la ryanodine et le récepteur 
métabotropique du glutamate (Fagni, Worley et al. 2002). De plus, grâce à un domaine 
« coiled-coil » situé sur la portion C-terminale de la protéine, Homer peut aussi former 
des homo- ou hétérodimères (Shiraishi-Yamaguchi and Furuichi 2007). La formation de 
ces dimères crée ainsi des complexes de liaison entre plusieurs protéines Homer et 
d’autres protéines de liaison. La partie N-terminale de ITP3R-I, résidus 49-54, possède 
un site consensus de liaison reconnu par Homer. C’est donc via la formation de 
complexes multimériques que Homer facilite l’interaction entre FIP3R-I, le mGluRl (Tu, 
Xiao et al. 1998) et TRPC1 (Yuan, Kiselyov et al. 2003).
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-IRBIT
La protéine LRJBIT, pour «IP3R Binding protein relased with IP3», a été décrite pour la 
première fois par le groupe de Mikoshiba en 2003 (Ando, Mizutani et al. 2003). Elle 
compétitionne avec l’IP3 pour le domaine de liaison, et ce pour les trois isoformes de 
l’LP3R (Ando, Mizutani et al. 2003). Cette liaison au domaine de liaison requière la 
phosphorylation d’IRBIT (Ando, Mizutani et al. 2003; Devogelaere, Nadif Kasri et al.
2006). Compte tenu de la compétition avec H P 3 pour le domaine de liaison, ERBIT 
diminue la relâche calcique induite par de faibles concentrations d’IP3, mais n ’a aucune 
influence sur la relâche calcique induite par de fortes concentrations d’IP3 (Ando, 
Mizutani et al. 2006). De plus, une invalidation de l’expression d’IRBIT se traduit par 
une augmentation de la réponse calcique induite par de faibles concentrations d’IP3 
(Ando, Mizutani et al. 2006). Ces résultats suggèrent qu’IRBIT agit comme un 
antagoniste compétitif de PIP3 en s’associant au domaine de liaison de l’IP3 et en 
masquant le site de liaison. Des analyses plus approfondies ont permis de déterminer 
qu’ ERBIT était principalement exprimé au niveau du cytosol et du RE dans les cellules 
HeLa. Toutefois, la délétion des 104 premiers résidus se traduit par une translocation 
complète d’IRBIT au noyau (Ando, Mizutani et al. 2003). Il a ensuite été démontré en 
2006 qu’un clivage in vitro d’IRBIT était possible au résidu 72, permettant la 
translocation au noyau de la protéine tronquée (Devogelaere, Nadif Kasri et al. 2006). 
L’effet physiologique de cette protéine tronquée au noyau n’a toutefois pas encore été 
déterminé.
1.7 Implication des IP3RS dans l’apoptose
L’apoptose est connue comme étant la mort programmée de la cellule (Taylor, Cullen et 
al. 2008). Elle se produit en réponse à divers stimuli intra et extracellulaires et permet à la 
cellule de mourir sans avoir d’effet toxique pour les cellules voisines. Ce phénomène 
survient lorsque la cellule devient dysfonctionnelle, possède des mutations génétiques 
importantes ou n’est plus capable d’assumer proprement ses fonctions. Sa mort empêche
13
ainsi la multiplication de ces mutations qui pourraient être ultimement fatales pour 
l’organisme.
Il est connu que des concentrations élevées et soutenues de Ca2+ dans le cytosol peuvent 
avoir un effet toxique sur la cellule. Ces perturbations de l’homéostasie calcique peuvent 
ainsi jouer un rôle dans l’initiation et la modulation de l’apoptose chez la cellule 
(Berridge, Bootman et al. 1998; Berridge, Bootman et al. 2003; Hajnoczky, Davies et al. 
2003; Orrenius, Zhivotovsky et al. 2003). Ceci peut mener à une plus grande rétention de
^4-Ca dans la mitochondrie et, lorsque jumelée à certains stimuli apoptotiques, peut 
causer la rupture de la membrane externe de la mitochondrie. Cette rupture entraînera la 
libération de plusieurs facteurs apoptotiques, dont le cytochrome C (CytC) (Hajnoczky, 
Davies et al. 2003). Une fois libéré, le CytC transloque au RE où il interagit avec les 
IP3RS. Il a été démontré qu’il interagit avec les résidus 2621-2636 des IP3R-I et JP3R- 3  
(Boehning, Patterson et al. 2003). L’interaction entre le CytC et l’IP3R- 2  n ’a à ce jour pas 
été vérifiée. Les conséquences de cette interaction provoquent une amplification de la 
réponse apoptotique (Boehning, Patterson et al. 2003). A une concentration aussi faible 
que 1 nM, le CytC abolit l’effet inhibiteur du Ca2+ sur l’activité de l’EP3R (Mikoshiba
■j i
2007). Ceci se traduit donc par une augmentation soutenue du niveau de Ca cytosolique 
par les IP3RS, provoquant la perturbation de l’homéostasie calcique (Boehning, Patterson 
et al. 2003).
La perméabilité de la membrane externe des mitochondries est régulée par une famille de 
protéines appelée Bcl-2. Cette famille est divisée en deux catégories : les protéines anti- 
apoptotiques comme Bcl-2 et Bcl-Xl dont le rôle est d’inhiber l’apoptose, et les protéines 
pro-apoptotiques comme Bad et Bak qui activent l’apoptose. Il a été démontré que la 
surexpression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-Xl corrèle avec une 
diminution des réserves de Ca du RE, (Pinton, Pozzan et al. 1998; Foyouzi-Youssefi, 
Amaudeau et al. 2000) tandis que la surexpression des protéines pro-apoptotiques Bax et 
Bak provoque une augmentation des réserves de Ca2+ dans le RE (Chami, Prandini et al. 
2004; Oakes, Scorrano et al. 2005). Il a de plus été démontré que Bcl-Xl interagit avec la 
portion C-terminale des trois isoformes de F ^ R ,  augmentant l’activité canal du
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récepteur et provoquant une diminution des réserves en Ca2+ du RE (White, Li et al. 
2005). Ceci suggère un mécanisme de protection des cellules contre l’apoptose. En 
présence de protéines anti-apoptotiques, le contenu en Ca du RE est maintenu bas. 
Ainsi, lors de la rupture des mitochondries, la liaison du CytC sur les IP3RS relâche une 
concentration calcique dans le cytosol moins grande qu’à l’habitude. L’effet ne perturbe 
donc pas autant l’homéostasie calcique et l’apoptose a moins de chance d’être activée. A 
l’inverse, si la concentration calcique du RE est maintenue haute par les protéines pro- 
apoptotiques, la perturbation est beaucoup plus grande lors de la libération du contenu du 
RE.
Bien que le CytC influence l’activité des IP3RS lors de la cascade apoptotique, son rôle 
principal demeure l’activation de la caspase-3. Via l’interaction avec APAF-1, le CytC 
forme l’apoptosome : un complexe activateur de caspases. L’apoptosome active la 
caspase-9, qui à son tour active les caspases-3 et -7 (Ghobrial, Witzig et al. 2005; Taylor, 
Cullen et al. 2008). La caspase-3 est une protéase dont le rôle est d ’enclencher la 
destruction cellulaire. L’un des nombreux substrats de la caspase-3 est l’IP3R-l, lequel 
possède un site consensus DEV*D dans son domaine de régulation reconnu par la 
caspase-3. Le clivage de l’EP3R-l par la caspase-3 durant le processus apoptotique a été 
démontré autant in vitro que in vivo (Hirota, Furuichi et al. 1999; Haug, Walaas et al.
2000). Plusieurs évidences suggèrent que le clivage de l’IP3R-l aurait un rôle important à 
jouer dans la voie apoptotique (Joseph and Hajnoczky 2007). Il a été démontré que la 
délétion des trois isoformes de l’IPsR dans la lignée lymphocytaire DT40-IP3R-3KO 
aurait un rôle de protection contre l’apoptose (Sugawara, Kurosaki et al. 1997). Des 
résultats semblables ont été obtenues avec d’autres lignées cellulaires et en utilisant 
d’autres stratégies d’invalidation des EP3RS (Khan, Soloski et al. 1996; Blackshaw, Sawa 
et al. 2000) (Jayaraman and Marks 1997). Aussi, la réintroduction de l’IP3R-l dans les 
cellules DT40-IP3R-3KO redonne aux cellules leur sensibilité à l’apoptose. De plus, une 
mutation sur FD^R-l empêchant son clivage par la caspase-3 rend les cellules moins 
sensibles à l’apoptose (Assefa, Bultynck et al. 2004). Toutefois, les résultats 
prélimininaires obtenus dans le laboratoire du Dr. Denault de l’Université de Sherbrooke 
ont récemment démontré que le clivage de ITP3R-I par la caspase-3 n’est pas un
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processus essentiel au déroulement de l’apoptose. In vitro, le clivage de FEP3R.-I 
nécessite plus de dix fois le niveau physiologique des caspases. Lorsqu’observée in 
cellulo dans des conditions apoptotiques normales, le clivage de FU^R-l n ’est pas 
efficace et ne se produit pas à chaque fois qu’il y a activation de l’apoptose. L’IPaR-l ne 
serait donc pas un bon substrat pour la caspase-3, et son clivage ne serait pas essentiel au 
processus d’apoptose.
1.8 Implication de la portion C-terminale de l’IPjR-l dans l’homéostasie 
calcique
Au fil du temps, plusieurs études ont permis de comprendre davantage l’implication des 
différents domaines des IP3RS dans le maintien de l’homéostasie calcique. Plusieurs 
mutants de n P 3R-l ont été élaborés afin d’élucider les propriétés de chacun de ces 
domaines. Parmi ces mutants, la forme tronquée de FIP3R-I obtenue via le clivage par la 
caspase-3 (Al-1891) a été recréé. C’est le groupe de Mikoshiba (Hirota, Furuichi et al. 
1999) qui a été le premier à démontrer que ce mutant tronqué possède une activité canal 
constitutive. L’importance de cette activité canal constitutive a par la suite été démontrée 
par le groupe de Nakayama (Nakayama, Hattori et al. 2004). En couplant l’EP3R-l 
tronqué (Al-1891) à la protéine de fluorescence GFP, les auteurs ont pu trier les cellules 
selon une expression nulle, faible, ou forte du récepteur tronqué. Lorsque les cellules 
HEK293 sont incubées dans un milieu dépourvu de Ca2+, les relâches calciques, induites 
par l’ATP ou la thapsigargine (un inhibiteur irréversible des SERCA), sont normales pour 
les cellules n’exprimant pas le récepteur tronqué, très faibles dans les cellules exprimant 
faiblement le récepteur tronqué, et quasiment nulles dans les cellules exprimant fortement 
le récepteur tronqué (Nakayama, Hattori et al. 2004). Ceci suggère tout d’abord que, 
lorsque les pompes SERCA sont inhibées, il y a une fuite constitutive de Ca2+ du RE vers 
le cytosol en conditions normales. De plus, lorsqu’il y a expression du canal tronqué, 
cette fuite calcique est accentuée et mène jusqu’à une vidange complète du contenu en
1
Ca du RE. Le groupe de Nakayama a aussi généré le même récepteur tronqué mais 
dépourvu entièrement du domaine de régulation (A 1-2216) (voir figure 4) afin de vérifier 
l’implication du domaine de régulation dans l’activité constitutive du canal. Cette forme
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possède une activité canal constitutive plus grande que la forme Al-1891, suggérant que 
le domaine de régulation contribue à maintenir le canal fermé. Le groupe de Verbert est 
par la suite venu nuancer ces résultats en 2008. Ils ont démontré que l’expression de 
r iP 3R-l tronqué Al-1891 provoquait une fuite calcique modérée, et ne pouvait mener à 
lui seul à la déplétion complète du RE (Verbert, Lee et al. 2008). Finalement, le groupe 
de Parker a démontré en 2004 que l’expression des différentes paires de domaines 
transmembranaires (TM1-2, TM3-4 et TM5-6) produisait une protéine qui se retrouvait 
au RE (Parker, Gergely et al. 2004). Ceci suggère qu’un signal de rétention au RE est 
contenu dans chacune des paires de domaine transmembranaire.
Bien que certaines régions des différentes isoformes de FEP3R soient très homologues, 
d’autres régions possèdent des différences importantes. Ces différences de séquence 
confèrent des caractéristiques particulières aux différentes isoformes. La région ayant les 
différences les plus importantes est le très long domaine de régulation. Ce domaine 
possède des sites d’interaction avec de nombreuses protéines capables de moduler 
précisément l’activité de l’IP3R. Outre le domaine de régulation, la queue C-terminale 
possède plusieurs différences d’une isoforme à l’autre. De plus, on retrouve la présence 
de sites d’interaction pour certaines protéines capables de moduler l’activité canal du 
récepteur. À ce jour, la majorité des études ont été effectuées avec l’isoforme IP3R-I. 
Compte-tenu des différences importantes dans l’homologie de séquence entre les trois 
isoformes, l’IP3R- 2  et TIP3R- 3  devront faire l’objet d’études additionnelles afin de 
pouvoir mieux caractériser leurs mécanismes fonctionnels respectifs.
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Image adapté de Nakayama et al. 2004
Figure 4 : Schématisation des différents mutants de l’IPîR-l utilisés par le
groupe de Nakayama en 2004.
L’image du haut représente l’IPsR-l dans sa totalité, tandis que l’image du centre 
représente l’IPaR-l tronqué Al-1891, et l’image du bas FIP3R-I tronqué Al-2216.
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Problématique de l’étude
L’EPsR-l est connu comme étant l’un des nombreux substrats de la caspase-3 (HIROTA 
1999). La protéine issue de ce clivage, TIP3R-1A1-1891, cause une perte du contenu 
calcique du réticulum endoplasmique (Nakayama, Hattori et al. 2004). LTP3R-IAI-2 2 1 5 , 
une forme tronquée à la base même du 5 e domaine transmembranaire, a été créé par le 
groupe de Mikoshiba. Cette forme contient les 5 e et 6e domaines transmembranaires ainsi 
que la queue C-terminale du récepteur. Cette forme accentue davantage la perte calcique 
et mène jusqu’à la vidange quasi-complète du Ca2+ du réticulum endoplasmique 
(Nakayama, Hattori et al. 2004). Toutefois, une étude plus récente a montré que 1TP3R- 
1 Al-1891 engendre une perte calcique modeste et que son expression ne peut mener à 
elle seule à la déplétion complète du réticulum endoplasmique (Verbert, Lee et al. 2008). 
En se basant sur le principe de perte calcique causée par l’expression de TIP3R-IAI- 2 2 1 5  
(CTR1), nous avons créé et caractérisé PIP3R-2A1-2372 (CTR2). La séquence à laquelle 
la construction CTR2 débute correspond à une homologie de 100% avec le début de la 
séquence du CTRL Contrairement à TIP3R-I, ITP3R- 2  est exprimé au réticulum 
endoplasmique et aussi au noyau (Laflamme, Domingue et al. 2002). La perte calcique 
potentielle engendrée par PEP3R-2A-1-2372 pourrait ainsi venir troubler les mécanismes 
cytosoliques et les mécanismes nucléaires de la cellule. En perturbant ces mécanismes, 
nous souhaitons activer un signal apoptotique au sein de la cellule. Ceci pourrait nous 
permettre d’envisager l’utilisation du CTR2 en thérapie génique afin d’induire la mort 
cellulaire dans des cellules indésirables, telles que les cellules cancéreuses. Nous avons 
aussi recréé et caractérisé PIP3R-IAI- 2 2 1 5  afin de reproduire les résultats obtenus dans la 
littérature et de les comparer aux résultats obtenus avec le CTR2.
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Matériel
Tableau 1 : Liste des produits utilisés
Produit
Acrylamide
Bleu de Coomassie
BSA
Cellules HEK-293
DMEM
DMSO
ECL
EGTA
Fura2-AM
Inhibiteur de proteases (Complété™)
Lait écrémé en poudre
Pellicule photographique
Pénicilline/streptomycine/glutamine
Poly-L -lysine
Polyplus jetPRIME
SDS
Sels (NaCl, KCL, MgC12, etc)
Standards de poids moléculaires
Thapsigargine
TEMED
Tris-HCl
Triton X-100
Provenance
BioRAD (Mississauga, ON) 
BioRAD
Sigma Chemical (Oakville, ON) 
ATCC (Manassas, VA)
Gibco (Gaithersburg)
Fisher Chemical (Ottawa, ON) 
Perkin Elmer (Oakville, ON)
Sigma Chemical 
Calbiochem (San Diego, CA)
Roche Biochemical (Laval, QC) 
Carnation (Markham, ON)
Perkin Elmer 
Gibco
BD Biosciences, (Mississauga, ON) 
VWR (Montréal, QC)
BioRAD
Fisher
BioRAD
Sigma Aldrich (Oakville, Ontario) 
BioRAD 
Sigma Chemical 
Sigma Chemical
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Tween 20 Sigma Chemical
Méthodes 
Culture des cellules HEK-293
Les cellules HEK-293 (Human Embryonic Kidney) ont été cultivées dans du milieu 
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) supplémenté avec 10% FBS (Fetal Bovine 
Sérum) et 2 mM de L-glutamine. Elles ont été maintenues dans un incubateur à 37°C et 
avec un air humidifié contenant 5% de CO2 . Lors de l’atteinte de la confluence (10 x 106 
cellules / ml), un passage est fait afin de ramener la densité à environ 1 0 6 cellules / ml.
Transfection des constructions CTRs
En préparation à la transfection, les cellules ont été ensemencées dans des plaques à 6  
puits à une densité de 4,5 x 105 cellules / ml dans un incubateur à 37°C et 5% CO2. Après 
16 h d’incubation, les cellules ont été cotransfectées avec les vecteurs PCDNA3-HA, 
CTR1-HA ou CTR2-HA, et avec le vecteur pDS-Red. La transfection a été réalisée en 
utilisant l’agent de transfection Polyplus jetPRIME. L’ADN de chaque plasmide (lpg) a 
été mélangé à 200 pl de jetPRIME® buffer dans un tube eppendorf. Le tube a été 
mélangé par vortex et 4 pl de jetPRIME™ a été ajouté. Après une seconde agitation par 
vortex, le mélange a été incubé pendant 10 min à la température de la pièce. Ensuite, 200 
pl (par puits, plaque à 6  puits) du mélange ont été ajoutés sur les cellules. Les cellules ont 
été déposées dans l’incubateur à 5% CO2 avec le mélange de transfection pendant 4 h à la 
température de 37°C. À la fin de l’incubation, le milieu a été remplacé par le milieu de 
culture utilisé pour le maintien des cellules tel que décrit précédemment. Les cellules ont 
été récoltées 48 h après la transfection.
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Solubilisation des cellules HEK-293
Les cellules HEK-293 confluentes ont été solubilisées pendant 1 h à 4°C dans un tampon 
Tris modifié (50 mM Tris/HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM NaN3, 1 mM CaCl2, 1 % 
(v/v) Triton X-100 et 0.5 % déoxycholate) supplémenté du cocktail d’inhibiteurs de 
protéases complété™ [IX]. Le matériel insoluble a été précipité par centrifugation à 
15000 g pendant 15 min à 4°C. Le surnageant contenant les DP3RS solubilisés a été 
récupéré et utilisé pour T immunoprécipitation.
Immunoprécipitation des IP3 RS
Les IP3R.S solubilisés (500 pl) ont été incubés pendant 16 h à 4°C sur un support rotatif en 
présence de l’anticorps anti-HA (dilution : 1/200), de l’anticorps anti-IP3R-l (dilution : 
1/2 0 0 ), de l’anticorps anti-IP3R- 2  (dilution : 1/2 0 0 ) ou de l’anticorps anti-IP3R- 3  (dilution 
: 1/200), et avec 50 pl (volume de billes humides) de billes d’agarose couplées à la 
protéine A/G. Les tubes d’immunoprécipitation ont ensuite été centrifugés pendant 2 min 
à 15 000 x g à 4°C et le surnageant a été retiré par aspiration. Les complexes protéiques 
liés aux billes ont été lavés trois fois avec du PBS, et les IP3RS immunoprécipités ont 
ensuite été solubilisés dans le tampon de dénaturation (Laemmli, 1970) 1 x [75 mM Tris- 
HC1 tamponné à un pH de 6 .8 , 15 % glycérol, 2 % I 1.2 % m/v sodium dodecyl sulfate 
(SDS), 0.0018 % de Bleu de Bromophenol et 10 % P-mercaptoéthanol]. Les échantillons 
ont été chauffés pendant 10 min à 95°C et centrifugés à 15 000 x g pendant 2 min pour 
être ultérieurement séparés sur SDS-PAGE.
Traitement à la PNGase F
Dans certains cas, les IP3RS immunoprécipités ont été traités à la PNGase F en utilisant la 
trousse vendue par New England BioLabs. Les complexes protéiques liés aux billes ont 
été resuspendus dans 2 pl de G7 Reaction Buffer lOx (0,5M phosphate de sodium pH 
7.5), 2 pl 10% NP40, 1 pl PNGase F et 15 pl H20 . Les mélanges réactionnels ont été 
incubés à 37°C pendant 1 h. Les EP3RS ont ensuite été solubilisés dans le tampon de 
dénaturation et chauffés pendant 10 min à 95°C. Après une centrifugation à 15 000 x g 
pendant 2 min, les protéines ont été séparées sur SDS-PAGE.
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Électrophorèse sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE)
Les cellules HEK-293 ont été solubilisées et préparées comme décrit précédemment. Un 
gel concentrateur de 5 % acrylamide (dans un tampon Tris-HCl 125 mM, pH 6 .8 ) et un 
gel séparateur 12 % acrylamide (dans un tampon Tris-HCl 375 mM, pH 8 .8 ) ont été 
utilisés. Les gels ont alors été placés dans une chambre contenant le tampon de migration 
(Tris-base 25 mM, glycine 250 mM, 0.1 % SDS, pH 8.3) et les échantillons ont été 
déposés dans chacun des puits. La séparation des protéines s’est faite à un voltage 
constant de 120 V pendant 120 min. Les protéines ont ensuite été transférées sur une 
membrane de PVDF. Les masses moléculaires apparentes des protéines séparées par 
SDS-PAGE ont été estimées par comparaison avec des protéines standard de masses 
moléculaires connues. La relation de proportionnalité entre la distance relative de 
migration (rapport frontal Rf) et le logarithme de la masse moléculaire des protéines 
standard a ainsi permis d’évaluer les masses moléculaires apparentes (kDa) des protéines 
d’intérêt.
Microscopie à fluorescence
Les cellules ont été fixées sur des lamelles déposées dans le fond des puits avec une 
solution de 3 % de paraformaldéhyde/PB frais, pH 7.4 à 4°C. Les cellules ont ensuite été 
incubées pendant 30 min à la température de la pièce (RT) et ce, à l’abri de la lumière. 
Les lamelles ont été lavées 2 fois avec du PBS, puis transférées dans des plaques à 12 
puits qui contiennent déjà 1 ml de NHUC1 50 mM/puits. Les cellules ont été 
perméabilisées dans 1 ml de PBS + 0,1 % Triton X-100/puits. Les cellules ont été 
incubées pendant 30 min à la température de la pièce. Le milieu de perméabilisation a été 
retiré afin de le remplacer par 0,5 ml de la solution de blocage (PBS supplémenté de 10 
% sérum de chèvre). Les cellules ont été incubées pendant 30 min à la température de la 
pièce dans l’obscurité. Les anticorps primaires ont été déposés sur les cellules et incubés 
pendant 1 h à la température de la pièce dans l’obscurité. Les lamelles ont ensuite été 
lavées 3 fois dans du PBS supplémenté de 10 % sérum de chèvre dans l’obscurité. Par la 
suite, les anticorps secondaires (Alexa 488 vert et Alexa 594 rouge) ont été déposés sur 
les lamelles, pour une incubation d’une durée de 45 min. Les lamelles ont été lavées 3
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fois dans du PBS supplémenté de 10% sérum de chèvre dans l’obscurité. Les lamelles ont 
été déposées sur des lames de microscope afin de visualiser la localisation intracellulaire 
des IP3RS à l’aide d’un microscope à fluorescence.
Mesure du Ca2+ intracellulaire sur des cellules individuelles
Les cellules HEK-293 (7 x 105 cellules/pétri de 6  cm) ont été distribuées sur des lamelles 
de verre préalablement traitées avec 0,1 mg/ml de poly-L-lysine, puis cultivées dans le 
milieu de culture pendant 18 h dans un incubateur au CO2 (5 % CO2) avant d’être rincées 
deux fois avec du tampon HBSS. Ensuite, les cellules ont été incubées à l'obscurité à 
20°C en présence de 0,4 pM fura 2/AM pendant 20 min. Les cellules ont été lavées et 
réincubées pendant 20 min dans le tampon HBSS frais pour compléter l’hydrolyse du 
frira 2/AM. Les lamelles ont ensuite été insérées dans une chambre circulaire en téflon et 
mis sur la plateforme d’un microscope inverse Olympus 1X71 branché à un système de 
photométrie et d’imagerie digitale MetaFluor. La fluorescence des cellules isolées a été 
examinée par vidéomicroscopie à fluorescence en utilisant les longueurs d'onde 
d’excitation de 334 nm et de 380 nm en alternance et en enregistrant la fluorescence 
émise à 510 nm par une caméra vidéo EMCCD Evolve de Photometrics (512x512 pixels 
de 16 pm x 16pm) et digitalisée par le logiciel MetaFluor version 7.5.6.0. Une lecture a 
été prise à toutes les 2 secondes. Toutes les expériences ont été exécutées à la température 
ambiante et les données ont été exprimées en ratio de fluorescence. Ce ratio a été calculé 
à partir du rapport de fluorescence de 334/380 selon la méthode de Grynkiewicz 
(Grynkiewicz et al. 1985). Lors du traitement à la thapsigargine, le tampon HBSS a été 
aspiré et remplacé par un tampon HBSS sans Ca contenant 1 mM d’EGTA et lpM  de 
thapsigargine.
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Analyses statistiques
Tous les résultats ont été exprimés en termes de la médiane ± Pintercartile pour un 
minimum de 3 expériences indépendantes. Au besoin, nous avons confirmé par le test «U 
de MannWhitney» que les différences entre les données étaient significatives avec un 
niveau d’acceptabilité à 95 % (p < 0,05). La compilation des données et la création des 
histogrammes a été faite à l’aide du programme GraphPad Prism.
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Résultats 
Constructions du CTR1 et du CTR2
La construction du mutant C-terminal de FIP3R- 2  tronqué au résidu 2372 (CTR2) a été 
élaborée en se basant sur la séquence du CTR1, disponible dans la littérature (Nakayama, 
Hattori et al. 2004). Le début de la séquence du CTR2 correspond à une homologie de 
100% avec le début de la séquence de la construction de l’IP3R-l-(Al-2215). Cette 
construction est constituée des 5e et 6 e domaines transmembranaires ainsi que de la 
queue C-terminale de FIP3R-2 . Les constructions CTR1 et CTR2 ont été couplées à la 
protéine de fusion HA en N-terminal afin de faciliter leur détection par 
immunobuvardage et immunofluorescence. Une autre construction CTR2 a été couplée 
aux épitopes poly-His et Myc, en C-terminal (CTR2-His/myc), afin de la différencier de 
la construction CTR2-HA en immunobuvardage. Une schématisation des constructions 
ainsi réalisées est représentée à la figure 5.
Expression du CTR1 et du CTR2 dans les cellules HEK-293
Les cellules HEK-293 ont été transfectées avec les différentes constructions et 
l’expression des protéines a été vérifiée par immunobuvardage. L’immunobuvardage 
montré à la figure 6 A révèle la présence d’une bande migrant avec un Mr de 63 kDa tel 
qu’attendu pour le mutant CTR1-HA. La figure 6 B révèle la présence d ’une bande 
majeure migrant avec un Mr de 42 kDa tel qu’attendu pour le mutant CTR2-HA. Les 
figures 6 C et 6 D révèlent aussi la présence d’une bande majeure migrant avec un Mr de 
42 kDa tel qu’attendu pour le mutant CTR2-His/myc. Il est à noter que les constructions 
CTR2-HA et CTR2-His/Myc affichent un profil de migration à quatre bandes. Il est 
connu que FIP3R- 2  possède deux sites de glycosylation entre les 5e et 6 e domaines 
transmembranaires. Les bandes migrant avec des Mrs de 46 kDa et 50 kDa pourraient 
représenter les formes glycosylées du CTR2. La figure 7 montre que suite au traitement à 
la PNGase F, les deux bandes les plus lourdes disparaissent alors que la bande de 42 kDa 
est amplifiée. Ces résultats suggèrent que les bandes les plus lourdes
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Figure 5. Schématisation des constructions CTR1-HA, CTR2-HA et CTR2- 
His/Myc
Le Panel A montre la construction CTR1 contenant l’épitope HA enN-terminal. Le Panel 
B montre la construction CTR2 contenant l’épitope HA en N-terminal, ou les épitopes 
poly-His et Myc en C-terminal.
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correspondent à des états de glycosylation simple ou double du CTR2. Toutefois, cette 
expérience n’a pas permis d’expliquer la présence de la quatrième bande, migrant avec un 
Mr de 38 kDa. Il s’agit sans doute d’un produit de dégradation du CTR2 puisque cette 
bande immunoréactive n’apparaît pas dans les cellules non-transfectées ni dans les 
cellules transfectées avec un vecteur vide.
Localisation intracellulaire des constructions CTR1-HA, CTR2-HA et CTR2- 
His/Myc dans les cellules HEK-293
Il a précédemment été démontré que chacune des paires de domaines transmembranaires 
de l’IP3R-l (TMs 1 et 2, TMs 3 et 4, TMs 5 et 6 ) contient la séquence pour la rétention de 
la protéine au niveau du reticulum endoplasmique. (Parker, Gergely et al. 2004) Nous 
avons voulu vérifier si ceci s’appliquait à chacune de nos constructions. En plus de sa 
localisation au reticulum endoplasmique, il a été démontré que FIP3R- 2  se localise aussi 
au noyau (Laflamme, Domingue et al. 2002). Nous avons ainsi voulu vérifier si le CTR2 
contenait l’information nécessaire à sa localisation au noyau. Lorsque les cellules HEK- 
293 ont été transfectées avec pcDNA3-HA, (Figure 8  panels A, B, C et D), on ne 
remarque aucune fluorescence verte (marqueur de l’expression du CTR1 ou du CTR2) 
alors que les noyaux (coloration bleue) et le reticulum endoplasmique (coloration rouge) 
sont bien marqués. Lorsque les cellules ont été transfectées avec CTR1-HA (Panels E, F, 
G et H), on remarque que la fluorescence verte (marqueur de l’expression du CTR1) est 
abondante. La superposition des panels E, F et G montre que le CTR1 est exprimé au 
niveau du reticulum endoplasmique (coloration jaune) mais absent au niveau du noyau 
(panel H). Lorsque les cellules ont été transfectées avec CTR2-HA (Panels I, J, K et L), 
on remarque que la fluorescence verte (marqueur de l’expression du CTR2-HA) est 
abondante. La superposition des panels I, J et K montre que le CTR2-HA est exprimé au 
niveau du reticulum endoplasmique mais absent au niveau du noyau (panel L). Lorsque 
les cellules ont été transfectées avec CTR2-His/myc (Panels M, N, 0  et P), on remarque 
que la fluorescence verte (marqueur de l’expression du CTR2-His/myc) est abondante. La 
superposition des panels M, N et O montre que le CTR2-His/myc est exprimé au niveau 
du reticulum endoplasmique mais absent au niveau du noyau (panel P).
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Figure 6 . Expression des constructions CTR1-HA, CTR2-HA et CTR2-His/myc 
dans les cellules HEK-293
Les cellules HEK-293 ont été transfectées avec les différents mutants tronqués de TIP3R- 
1 et de IMP3R-2 . Après solubilisation dans 1% de Triton X-100, les différentes 
constructions ont été immunoprécipitées pendant 16 h à 4°C avec soit l’anti-HA (Panels 
A et B), soit l’anticorps anti-myc (Panel C) ou soit l’anti-his (Panel D). Les complexes 
ont été séparés par électrophorèse SDS-PAGE et immunobuvardés, tel que décrit dans les 
méthodes, avec l’anticorps anti-HA (Panels A et B), l’anticorps anti-his (Panel C) ou 
l’anticorps anti-myc (Panel D). Le Panel A montre l’expression de la protéine CTR1-HA; 
le Panel B montre l’expression des protéines CTR2-HA; et les Panels C et D montrent 
l’expression des protéines CTR2-His/myc et CTR2-D2502A-His/myc, détectables autant 
par l’anti-myc que l’anti-his. Cette expérience typique est représentative de 3 
expériences qui ont donné des résultats similaires.
29
-55kDA
PHA
WBHA
-37kDA
Figure 7. Déglycosylation de la construction CTR2-HA avec la PNGase F
Les cellules HEK-293 ont été solubilisées pendant 1 h à 4°C dans un tampon contenant 
1% de Triton X-100. La construction CTR2-HA a été immunoprécipitée pendant 16 h à 
4°C avec Tanti-HA. Les protéines ont par la suite été traitées ou non avec la PNGase F. 
Les complexes ont été séparés par électrophorèse SDS-PAGE et immunobuvardés, tel 
que décrit dans les méthodes, avec l’anti-HA. Cette expérience typique est représentative 
de 3 expériences qui ont donné des résultats similaires.
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Ces résultats démontrent que les mutants tronqués des IP3R-I et IP3R- 2  sont bien 
exprimés au niveau du réticulum endoplasmique dans les cellules HEK-293. De plus ces 
résultats suggèrent que contrairement à l’IP3R- 2  entier, le mutant tronqué CTR2 n’est pas 
exprimé au noyau et donc qu’il ne contiendrait pas de séquence de localisation au noyau.
Association en homo- et hétérodimères de CTRs
Les IP3RS endogènes ne sont fonctionnels qu’une fois assemblés en tétramères (Joseph, 
Lin et al. 1995). Cette configuration permet de créer un pore qui permet le passage du 
Ca . Suite à la confirmation de l’expression des mutants tronqués et de leur localisation 
au niveau du réticulum endoplasmique dans les cellules HEK-293, nous avons évalué 
s’ils étaient capables de former des homodimères et hétérodimères. Les cellules HEK-293 
ont été cotransfectées avec le vecteur PCDNA3-HA et le vecteur pcDNA3-His/Myc à titre 
de contrôle négatif, ou avec le vecteur CTR2-HA et le vecteur CTR2-His/Myc. Après 
solubilisation, la construction CTR2-His/Myc a été immunoprécipitée à l’aide d’un 
anticorps anti-His, et le complexe protéique obtenu a été chargé sur un gel de 
polyacrylamide SDS-PAGE et immunobuvardé en utilisant un anticorps anti-HA. La 
figure 9A montre la présence d’une bande immunoréactive migrant avec un Mr de 42 
kDa, ce qui suggère que CTR2-HA eo-immunoprécipite avec CTR2-His/Myc. Tel 
qu’attendu, aucune bande immunoréactive n’apparaît lorsque les cellules n ’ont pas été 
transfectées ou lorsqu’elles ont été tranfectées avec un vecteur vide. Ces résultats 
suggèrent que la construction CTR2 est capable de former des homodimères dans les 
cellules HEK-293.
Pour évaluer l’hétéromérisation, les cellules HEK-293 ont été transfectées avec les trois 
constructions, CTR1-HA, CTR2-HA et CTR2-His/Myc. Après solubilisation, la 
construction CTR2-His/Myc a été immunoprécipitée avec l’anticorps anti-His, et le 
complexe protéique obtenu a été résolu par électrophorèse SDS-PAGE et 
immunobuvardé en utilisant un anticorps anti-HA. La figure 9B montre la présence d’une 
bande immunoréactive migrant avec un Mr de 63 kDa correspondant au CTR1-HA et
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Figure 8 . Colocalisation de CTR1-HA, CTR2-HA ou CTR2-His/Myc avec la 
calnexine dans les cellules HEK-293
Les cellules HEK-293 ont été transfectées avec pcDNA3-HA (Panels A, B, C ), CTR1- 
HA (Panels E, F, G), CTR2-HA (Panels I, J, K) ou CTR2-His/Myc (Panels M, N, O). Les 
cellules ont ensuite été fixées, perméabilisées et immunomarquées à l’aide d’un anticorps 
anti-HA couplé au chromophore alexa 488 qui donne une coloration verte (Panels A à L) 
ou d’un anticorps anti-myc couplé au chromophore alexa 488 (Panels M à P). Toutes les 
cellules ont été immunomarquées avec un anticorps anti-calnexine couplé au 
chromophore alexa 594 (coloration rouge). Les noyaux ont été marqués avec le Hoescht 
(coloration bleue). Le Panel D montre la superposition des Panels A, B et C; le Panel H 
montre la superposition des Panels E, F et G; le Panel L montre la superposition des 
Panels I, J et K; le Panel P montre la superposition des Panels M, N et O. Cette 
expérience typique est représentative de 3 expériences qui ont donné des résultats 
similaires.
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d’une bande immunoréactive migrant avec un Mr de 42 kDa correspondant au CTR2-Ha. 
Ces résultats suggèrent que CTR1-HA et CTR2-HA coimmunoprécipitent avec CTR2- 
His/Myc. Ainsi les différentes constructions ont la capacité de s’associer en 
homodimères et en hétérodimères dans les cellules HEK-293. À la lumière de ces 
résultats, il est fort probable que nos constructions peuvent former des complexes 
tétramériques dans les cellules HEK-293.
Association des CTRs en hétérodimères avec les IP3 R.S endogènes
Les complexes tétramériques endogènes aux cellules HEK-293 sont constitués de 
récepteurs à l’IP3 entiers. Nous avons évalué l’hétéromérisation des CTRs avec les IP3RS 
endogènes dans les cellules HEK-293. Les cellules ont été transfectées avec le vecteur 
PCDNA3-HA à titre de contrôle négatif, le vecteur CTR1-HA (Figure 10A), ou le vecteur 
CTR2-HA (Figure 10B). Après solubilisation, les complexes protéiques ont été 
immunoprécipités avec un anticorps anti-HA, un anticorps anti-ff^R-l, un anticorps anti- 
IP3R2 , ou un anticorps anti-IP3R-3 . Les complexes protéiques obtenus ont été chargés sur 
un gel de polyacrylamide SDS-PAGE et immunobuvardés en utilisant un anticorps anti- 
HA. Tel qu’attendu, aucune bande immunoréactive n’apparaît lorsque les cellules n’ont 
pas été transfectées ou lorsqu’elles ont été transfectées avec un vecteur vide. La figure 
10A montre la présence d’une bande immunoréactive migrant avec un Mr de 63 kDa, ce 
qui suggère que CTR1-HA coimmunoprécipite avec lui-même, avec FIP3R-I, avec 
l’IP3R-2 et avec TIP3R-3 . Suite à l’immunoprécipiration avec un anticorps anti-IP3R-2 , 
l’intensité de la bande détectée est beaucoup plus faible que dans le cas des 
immunoprécipitations avec les anticorps anti-HA, anti-ff^R-l ou anti-EP3R-3 . Ceci 
suggère une plus faible association entre le CTR1-HA et FIP3R-2 , ce qui démontrerait 
une sélectivité dans le processus d’hétéromérisation. La figure 10B montre la présence 
d’une bande immunoréactive migrant avec un Mr de 42 kDa, ce qui suggère que CTR2- 
HA coimmunoprécipite avec lui-même, avec PIP3R-I, avec PIP3R- 2  et avec FEP3R-3 . 
L’intensité de la bande détectée lorsqu’on immunoprécipite avec l’anti-IPsR-l est plus 
faible que lorsqu’on immunoprécipite avec l’anticorps anti-HA, l’anticorps anti-H^R-l
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Figure 9. Association en hétérodimères entre CTR2-HA et CTR2-His/myc 
(Panels A et B), et entre CTR1-HA et CTR2-His/myc (Panel B)
Les cellules HEK-293 ont été solubilisées pendant lh  à 4°C dans un tampon contenant 
1% de Triton X-100. La construction CTR2-His/myc a été immunoprécipitée pendant 
16h à 4°C avec l’anti-His. Les complexes ont été séparés par électrophorèse SDS-PAGE 
et immunobuvardés avec Tanti-HA, tel que décrit dans les méthodes. Les Panels A et B 
montrent l’association en hétérodimère du CTR2-HA et du CTR2-His/myc. Le Panel B 
montre l’association en hétérodimère du CTR1-HA et du CTR2-His/myc. Cette 
expérience typique est représentative de 3 expériences qui ont donné des résultats 
similaires.
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Figure 10. Interaction des IP3RS endogènes avec le CTR1-HÀ et le CTR2-HA
Les cellules HEK-293 ont été solubilisées pendant lh  à 4°C dans un tampon contenant 
1% de Triton X-100. Les différentes constructions et les trois isoformes des EP3RS ont été 
immunoprécipitées pendant 16 h à 4°C avec soit l’anti-HA, soit l’anti-IPaR-l, soit l’anti- 
IP3R- 2  ou soit ranti-n*3R- 3  (tel qu’indiqué dans les Panel A et B). Les complexes ont été 
séparés par électrophorèse SDS-PAGE et immunobuvardés, tel que décrit dans les 
méthodes, avec Panti-HA. Le Panel A montre l’association en hétérodimère de CTR1- 
HA avec les différents isoformes de PIP3R; le Panel B montre l’association en 
hétérodimère de CTR2-HA avec les différents isoformes de PIP3R. Cette expérience 
typique est représentative de 3 expériences qui ont donné des résultats similaires.
35
ou l’anticorps anti-EP3R-3 . Ce résultat suggère une association plus faible entre le CTR2- 
HA et l’IP3R-l. Ces résultats suggèrent que les constructions CTR1-HA et CTR2-HA ont 
la capacité de former des hétérodimères avec tous les types d’H^Rs endogènes dans les 
cellules HEK-293, bien qu’il semble exister une certaine sélectivité envers les différents 
types d’H^Rs dans le processus d’hétéromérisation.
Essais fonctionnels : Mise au point des conditions expérimentales
Nous avons ensuite voulu évaluer l’impact des CTRs sur le contenu en Ca du réticulum 
endoplasmique. Pour ce faire, nous avons utilisé la thapsigargine (Tg). La Tg est un 
inhibiteur non-réversible des pompes SERCAs qui sont essentielles au maintien du 
contenu calcique du reticulum endoplasmique. Suite au traitement à la Tg, on observe
^  i
une augmentation du Ca cytosolique, ce qui démontre que le reticulum endoplasmique 
se vide de son Ca2+. La Tg est donc un bon outil pour évaluer le contenu calcique du 
réticulum endoplasmique. Par contre, il est bien connu que la baisse du contenu en Ca
' y  i
du réticulum endoplasmique provoque une entrée de Ca dans la cellule provenant du 
milieu extracellulaire. Il s’agit de l’entrée capacitative (Kiselyov, Xu et al. 1998; Zhang,
y  I
Yu et al. 2005). Cette entrée capacitative de Ca pourrait perturber nos évaluations du 
contenu calcique du reticulum endoplasmique. Afin d’éliminer cette interférence, les 
essais fonctionnels ont été réalisés en absence de Ca2+ extracellulaire. Lorsqu’incubées en 
absence de Ca2+ extracellulaire, il a été démontré que les cellules HEK-293 ont tendance 
à perdre le Ca2+ contenu dans le réticulum endoplasmique (Nakayama, Hattori et al. 
2004). Nous avons d’abord évalué cette perte calcique sur des cellules non transfectées. 
La figure 11 montre un tracé typique de mesure de la fluorescence calcique. De ce 
graphique, la valeur du ratio du niveau basai est soustraite à la valeur maximale atteinte 
après traitement à la thapsigargine pour chacune des cellules. Les données recueillies sont 
ainsi compilées et analysées selon le test statistique U de MannWhitney, tel que décrit 
dans les méthodes. La figure 12 montre une perte calcique du réticulum endoplasmique
j ,
d’environ 12% lorsque les cellules sont incubées pendant 60 min en absence de Ca 
extracellulaire. Aucune perte significative n ’a été observée après seulement 30 min
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Figure 11. Tracé typique du traitement des cellules HEK-293 avec la 
thapsigargine
Après traitement à la Tg, la valeur maximale du ratio de fluorescence de chaque cellule a 
été mesurée et la valeur basale y a été soustraite. La valeur ainsi obtenue constitue le 
ARatio utilisé pour l’analyse des résultats.
37
d’incubation, et une perte beaucoup plus considérable a été observée après 1 2 0  min
I
d’incubation dans un milieu sans Ca . Puisque nous voulons évaluer l’impact des 
constructions CTR1-HA et CTR2-HA sur cette perte calcique, il est préférable d’utiliser 
des cellules dont le contenu calcique n’est pas déjà drastiquement affecté. Nous avons 
donc choisi de faire nos essais fonctionnels après 60 min d’incubations des cellules HEK-
I
293 dans un milieu extracellulaire sans Ca .
Le CTR1 accentue la perte calcique du réticulum endoplasmique dans les cellules 
HEK-293
Tous les essais fonctionnels de fluorescence calcique ont été faits en utilisant des cellules 
HEK-293 cotransfectées avec le vecteur pDS-Red. Ce vecteur produit une protéine qui, 
une fois liée à l’actine, produit une fluorescence rouge. Notre hypothèse de travail se base 
sur le fait que l’intensité de cette fluorescence constitue un marqueur de l’efficacité de 
transfection. Ceci nous permet de trier nos cellules en trois catégories : les cellules non 
transfectées (aucune fluorescence rouge), les cellules peu transfectées (faible 
fluorescence rouge), et les cellules fortement transfectées (forte fluorescence rouge). La 
figure 13 montre un exemple de cellules affichant les différents profils de fluorescence.
La figure 14 montre des cellules transfectées avec le vecteur PCDNA3-HA (contrôle 
négatif) ou la construction CTR1-HA. Les cellules transfectées avec le vecteur pcDNA3- 
HA montrent une perte calcique de 10% à 16% selon l’intensité de transfection après 60
• y ,
min sans Ca extracellulaire. Ces résultats concordent avec ceux précédemment obtenus 
pour les cellules non transfectées. Les cellules transfectées avec le CTR1-HA affichant 
un profil d’expression nul montrent une perte calcique de 16% après 60 min d ’incubation 
sans Ca2+. Ceci concorde avec les données obtenues pour les contrôles négatifs. Les 
cellules affichant un profil d’expression faible du CTR1-HA montrent une perte calcique 
de 24,6% après 60 min, ce qui représente une augmentation d’environ 12% de la perte 
calcique par rapport aux conditions contrôles. Les cellules affichant un profil 
d’expression fort du CTR1-HA montrent une perte calcique de 38,4% après 60 min, soit
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Figure 1%. Détermination du temps d’incubation optimal des cellules HEK-293 
dans un milieu sans Ca2* extracellulaire afin d’observer une fuite 
calcique significative.
Les cellules HEK-293 ont été chargées avec le FURA-2AM et incubées dans un milieu 
extracellulaire avec Ca2+. Avant l’ajout de la thapsigargine, le milieu extracellulaire a été 
changé pour un milieu sans Ca2+ et les cellules y ont été incubées pendant 0 min, 30 min, 
60 min ou 120 min. La figure représente l’évaluation du contenu calcique du réticulum 
endoplasmique par traitement à la thapsigargine. Chaque colonne a été obtenue avec la 
compilation des données de 260 à 360 cellules. Les résultats représentent la médiane et 
les intercartiles. La significativité a été obtenue à l’aide du test statistique de différence 
entre les groupes, U de Mann-Whitney.
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Figure 13. Identification des profils de fluorescence du pDS-Red dans les cellules 
HEK-293
Les cellules transfectées avec le vecteur pDS-Red montrent des niveaux de fluorescence 
relatifs aux niveaux d’expression du vecteur. Les flèches vertes montrent des cellules 
avec un fort niveau de fluorescence tandis que les flèches rouges montrent des cellules 
avec un faible niveau de fluorescence. Les flèches bleues montrent des cellules n’ayant 
pas de fluorescence liée au pDS-Red.
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Figure 14. Le CTR1-HA accentue la perte calcique du réticulum endoplasmique 
dans les cellules HEK-293.
Les cellules HEK-293, transfectées avec le pDS-Red et avec le pcDNA3-HA ou le 
CTR1-HA, ont été chargées avec le FURA-2AM et incubées dans un milieu 
extracellulaire avec Ca2+. Avant l’ajout de la thapsigargine, le milieu extracellulaire a été 
changé pour un milieu sans Ca2+ et les cellules y ont été incubées pendant 0 min ou 60 
min. La figure illustre les niveaux de Ca2+ cytosolique maximaux obtenus suite au 
traitement à la thapsigargine dans des cellules où la transfection a été nulle, faible ou 
forte (selon le code de couleurs). Chaque colonne a été obtenue avec la compilation des 
données de 50 à 80 cellules. Les résultats représentent la médiane et les interquartiles. La 
significativité a été obtenue à l’aide du test statistique de différence entre les groupes, U 
de Mann-Whitney.
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une augmentation d’environ 26% de la perte calcique par rapport aux conditions 
contrôles. Ces résultats montrent que l’expression du CTR1-HA dans les cellules HEK- 
293 accentue la perte calcique du réticulum endoplasmique, ce qui suggère que le CTR1 
constitue un canal constitutivement ouvert.
Le CTR2-HA affecte très peu la perte calcique du réticulum endoplasmique dans les 
cellules HEK-293
La figure 15 montre des cellules transfectées avec le vecteur pcDNA3-HA (contrôle 
négatif) ou la construction CTR2-HA. Les cellules transfectées avec le vecteur pcDNA3- 
HA montrent une perte calcique de 11% à 15% selon l’intensité de transfection après 60
■y,
min sans Ca extracellulaire. Ces résultats concordent avec ceux précédemment obtenus 
pour les cellules non transfectées et avec les contrôles négatifs utilisées pour l’étude du 
CTR1-HA. Les cellules transfectées avec le CTR2-HA affichant un profil d ’expression 
nul montrent une perte calcique d’environ 6 % après 60 min d’incubation sans Ca . Bien 
que ce résultat ne soit pas significatif, il se compare aux résultats obtenus avec les 
cellules non transfectées et les cellules transfectées avec le vecteur pcDNA3-HA. Les 
cellules affichant un profil d’expression faible du CTR2-HA montrent une perte calcique
' j ,
de 16,6% après 60 min d’incubation en milieu sans Ca . Ce résultat correspond à la perte 
observée dans les conditions contrôles et suggère qu’une expression faible du CTR2-HA 
n’est pas suffisante pour affecter la perte calcique du réticulum endoplasmique. 
Finalement, les cellules affichant un profil d’expression fort du CTR2-HA montrent une
9+perte calcique de 20,7% après 60 min d’incubation sans Ca extracellulaire. L’expression 
forte du CTR2-HA se traduit par une augmentation de la perte calcique d’environ 8 % par 
rapport aux conditions contrôles. Bien que la construction CTR2-HA semble capable
9+d’augmenter la perte de Ca du réticulum endoplasmique, cette contribution demeure 
très minime.
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Figure 15. Le CTR2-HA affecte très peu la perte calcique du réticulum 
endoplasmique dans les cellules HEK-293.
Les cellules HEK-293, transfectées avec le pDS-Red et avec le pcDNA3-HA ou le 
CTR2-HA, ont été chargées avec le FURA-2AM et incubées dans un milieu 
extracellulaire avec Ca2+. Avant l’ajout de la thapsigargine, le milieu extracellulaire a été 
changé pour un milieu sans Ca2+ et les cellules y ont été incubées pendant 0 min ou 60 
min. La figure illustre les niveaux de Ca2+ cytosolique maximaux obtenus suite au 
traitement à la thapsigargine dans des cellules où la transfection a été nulle, faible ou 
forte (selon le code de couleurs). Chaque colonne a été obtenue avec la compilation des 
données de 30 à 90 cellules. Les résultats représentent la médiane et les intercartiles. La 
significativité a été obtenue à l’aide du test statistique de différence entre les groupes, U 
de Mann-Whitney.
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Discussion 
Expression et localisation du CTR1 et du CTR2
Dans cette étude, nous avons évalué l’impact sur le contenu calcique du réticulum 
endoplasmique de l’expression du domaine canal et de la queue C-terminale du récepteur 
à l’IPj. Pour ce faire, nous avons créé les formes CTR1 et CTR2, deux formes du 
récepteur à PIP3 de type 1 et de type 2 tronquées tout juste avant le 5e domaine 
transmembranaire. Nous avons montré que ces constructions s’expriment efficacement 
dans les cellules HEK-293. Nous avons ensuite évalué la localisation du CTR1 et du 
CTR2 dans la cellule. Les résultats suggèrent une expression au niveau du réticulum 
endoplasmique. Ceci concorde avec les résultats obtenus par le groupe de Parker en 2004, 
suggérant que les différentes paires de domaines transmembranaires du récepteur à l’IP3 
se localisent principalement au réticulum endoplasmique (Parker, Gergely et al. 2004). 
Toutefois, puisque ITP3R- 2  endogène s’exprime aussi au noyau (Laflamme, Domingue et 
al. 2002) nous souhaitions y voir la présence du CTR2. Or aucune expression n’a été 
observée au noyau et la construction CTR2 s’exprime donc uniquement au réticulum 
endoplasmique. Ces résultats suggèrent que la séquence de localisation nucléaire se situe 
dans la partie N-terminale, en amont du résidu 2372 de l’EP3R-2 . Le CTR2 n’est donc pas 
susceptible d’avoir un impact plus important que le CTR1 sur les mécanismes nucléaires 
de la cellule. La confirmation de l’expression du CTR1 et du CTR2 au niveau du 
réticulum endoplasmique nous permet tout de même d’y étudier les impacts sur le 
contenu calcique.
Assemblage en dimères
Il est connu que les récepteurs à TIP3 sont des récepteurs-canaux capables de s’assembler 
en tétramères (Joseph, Lin et al. 1995; Monkawa, Miyawaki et al. 1995). Ce n ’est qu’une 
fois le complexe tétramérique assemblé que les IP3RS jouent un rôle de canal et laissent 
passer le Ca2+. Nous avons montré que les constructions CTR1 et CTR2 sont capables de 
former des homodimères et des hétérodimères. Ces dimères peuvent être constitués
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uniquement de CTRs, mais aussi d’un CTR et d’un EP3R endogène. Nous avons montré 
que le CTR1 est capable de s’associer en dimère avec les trois types de récepteur à l’IP3, 
malgré une plus faible affinité avec l’IP3R-2 . De plus, nous avons montré que le CTR2 
est aussi capable de s’associer en dimère avec les trois types de récepteurs à l’IP3, mais 
avec une plus faible affinité pour PIP3R-I. Cette faible affinité pourrait provenir d’une 
association plus forte avec un autre type d’fi^R, lequel aurait une meilleure affinité avec 
PIP3R-I ou PIP3R-2 , selon le cas. La formation de complexes hétérotétramériques offre 
une multitude de combinaisons possibles entre les différents EP3R. En ajoutant les CTRs, 
les possibilités sont encore plus grandes. La queue C-terminale du récepteur à l’IP3 joue 
un rôle dans le processus d’assemblage des complexes tétramériques. Ce phénomène 
pourrait expliquer la sélectivité suggérée par nos résultats. Des expériences plus 
appronfondies impliquant des mutants des CTRs dépourvus de la queue C-terminale 
pourraient éclaircir cet aspect.
A notre connaissance, nous sommes les premiers à démontrer un assemblage en dimère 
entre les CTRs et les IP3RS endogènes. Puisque nos résultats montrent que cet assemblage 
est possible, nous suggérons que le CTR1 et le CTR2 sont retrouvés dans les complexes 
tétramiques composés des IP3RS endogènes de la cellule. Ceci justifie notre objectif 
d’évaluer l’implication du CTR1 et du CTR2 sur le contenu calcique du réticulum 
endoplasmique.
Essais calciques
Il a été rapporté que le CTR1 cause une perte calcique du réticulum endoplasmique vers 
le cytosol (Nakayama, Hattori et al. 2004). L’une des conséquences de cette perte 
calcique est l’activation des canaux SOCEs, qui causent une entrée calcique dans le 
cytosol en provenance du milieu extracellulaire. Le but de cette entrée calcique est 
principalement de soutenir la relâche calcique et de regénérer le contenu calcique du 
réticulum endoplasmique. De plus, nos essais calciques ont été effectués en traitant les 
cellules avec la thapsigargine. La thapsigargine est un inihibiteur irréversible des pompes 
SERCAs, responsables de pomper le Ca2+ à l’intérieur du réticulum endoplasmique
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contre son gradient. Lorsqu’on traite les cellules avec la thapsigargine, on observe une 
perte rapide du contenu calcique du réticulum endoplasmique vers le cytosol. Cette perte 
rapide de Ca2+ suggère que dans des conditions normales, le Ca2+ fuit continuellement du 
réticulum endoplasmique et que les SERCAS agissent donc constamment afin de 
maintenir la concentration calcique adéquate dans le réticulum endoplasmique. Suite au 
traitement à la thapsigargine, la déplétion du réticulum endoplasmique provoque 
nécessairement l’activation du SOCE, et donc une entrée calcique. Puisque nos 
expériences cherchent à étudier l’impact du CTR1 et du CTR2 sur le contenu en Ca2+ du 
réticulum endoplasmique, l’entrée SOCE pourrait interférer avec les mesures obtenues. 
Afin d’éliminer cette interférence, nous avons choisi d’incuber nos cellules dans un 
milieu extracellulaire sans Ca préalablement au traitement à la thapsigargine.
- y .
Nous avons montré qu’en absence de Ca externe, le temps optimal d’incubation pour
■y,
observer une diminution siginificative de 12% du contenu total de Ca du réticulum 
endoplasmique est de 60 min. Pour une période de temps plus courte, la baisse du 
contenu calcique du réticulum endoplasmique est à peine significative. Pour une période 
de temps plus longue, la perte calcique est trop forte pour pouvoir distinguer un effet du 
CTR1 ou du CTR2.
Nous avons montré une augmentation de la perte calcique en fonction de l’intensité 
d’expression du CTRl. Au plus fort de l’expression du CTR1, la perte calcique a été 
évaluée à 38,4% après 60 min d’incubation sans Ca2+ externe. Le groupe de Mikoshiba a 
montré que l’expression de l’IP3R-lÀl-1891 et du CTRl provoquait une perte quasi- 
totale du contenu calcique du réticulum endoplasmique (Nakayama, Hattori et al. 2004). 
Toutefois, le groupe de Verbert n’a observé qu’une légère perte calcique non significative 
du réticulum endoplasmique dans les cellules exprimant TIP3R-1À1-1891 (Verbert, Lee 
et al. 2008). Cependant, ces derniers ont observé une accélération de la relâche calcique 
suite au traitement à la thapsigargine dans les cellules exprimant PIP3R -IÀ I-I8 9 I. Bien 
que notre approche diffère légèrement de celle utilisée par Verbert et al, nos résultats 
montrent clairement que le CTRl cause une perte calcique du réticulum endoplasmique. 
La quantification de la perte calcique que nous observons correspond mieux à ce qui a été
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observé par le groupe de Verbert que le groupe de Mikoshiba. Le CTRl cause donc une 
modeste perte calcique du réticulum endoplasmique.
Nous ne croyons pas que cette modeste perte calcique puisse avoir un impact important 
sur les mécanismes et la viabilité de la cellule. Cette perte n ’est d’abord observée qu’en 
incubant les cellules pendant un certain temps en absence de Ca extracellulaire.
' y .
Lorsque les cellules sont maintenues dans un milieu riche en Ca , aucune perte calcique 
n’est observée entre les cellules contrôles et les cellules exprimant le CTRl, éliminant 
ainsi les possibilités d’un impact sur l’activation des voies apoptotiques. Toutefois, les 
fluctuations intracellulaires des niveaux calciques causées par les CTRs pourraient avoir
• y ,
un impact sur des lignées cellulaires plus sensibles aux variations de Ca , tel que 
certaines lignées de cellules cancéreuses. Notre étude ne permet cependant pas de se 
prononcer sur de tels modèles cellulaires, le but premier étant la caractérisation des 
CTRs. Dans notre modèle d’étude, la fuite calcique engendrée par le CTRl semble 
compensée. Il est probable que cette compensation provienne du Ca extracellulaire. 
Suite à la baisse du contenu calcique du réticulum endoplasmique, un signal est envoyé à
- y ,
la membrane plasmique afin de faire entrer du Ca dans la cellule via le mécanisme 
SOCE. Une étude récente suggère que les canaux STIM/ORAI, composants importants
i
du mécanisme SOCE, permettent au Ca de passer directement du milieu extracellulaire 
au réticulum endoplasmique, sans passer par le mileu cytosolique (Manjarres, Alonso et 
al. 2011). Ceci assure donc une régénération rapide du contenu du réticulum 
endoplasmique en cas de déplétion. Il est aussi probable que la cellule augmente l’activité 
ou l’expression des pompes SERCAs, assurant une entrée calcique dans le réticulum 
endoplasmique supérieure à la fuite. Finalement, l’association en tétramère avec les EP3RS 
endogènes pourrait expliquer en partie cette compensation. Il est connu que le complexe 
tétramérique requiert la liaison de quatre IP3 , un pour chacune des quatre sous-unités, afin 
d’induire le changement conformationnel qui ouvrira le canal calcique (Ehrlich and 
Watras 1988; Berridge 2009). Or, l’assemblage en tétramère entre les CTRs et les IP3 RS 
endogènes pourrait maintenir le canal dans une configuration fermée. Même si les CTRs 
sont constitutivement actifs, l’activation des sous-unités endogènes nécessite leur 
occupation par FIP3 . Ainsi, seuls les complexes tétramériques composés uniquement de
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CTRs seraient constitutivement actifs. Les probabilités de voir la formation de ces canaux 
constitutivement actifs seraient diminuées par l’association en canaux 
hétérotétramériques inactifs.
Nous avons montré que le CTR2 cause une légère perte calcique du réticulum 
endoplasmique, évaluée à 20%, dans les cellules ayant un profil d’expression fort. Ces 
résultats montrent que le CTR2 a une implication beaucoup moins importante que le 
CTRl dans la perte calcique du réticulum endoplasmique. Ceci pourrait s’expliquer par la 
différence dans la séquence du domaine canal entre l’IPaR-l et l’IP3R-2 . Malgré une forte 
homologie de séquence dans cette région (environ 70%), la modification d’un seul acide 
aminé pourrait entraîner des changements considérables dans l’intégrité du canal 
calcique. Le CTR2 n’est donc pas un bon candidat pour perturber l’homéostasie calcique 
et les mécanismes cytosoliques de la cellule.
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Conclusions
Le CTRl et le CTR2 s’expriment au niveau du réticulum endoplasmique, et ne 
s’expriment pas au niveau du noyau.
Le CTRl et le CTR2 ont la capacité de s’associer en homodimères et en hétérodimères 
avec d’autres CTRs. Ils ont aussi la capacité de former des hétérodimères avec les IP3R-I, 
IP3R- 2  et IP3R- 3  endogènes dans les cellules HEK-293. Ceci suggère qu’il y a formation 
de complexes tétramériques composés de CTRs et d’IPsRs endogènes.
La localisation au réticulum endoplasmique et la capacité à former des complexes 
tétramiques montrent que les CTRs ont le potentiel de former des canaux calciques.
Le CTRl s’associe à des complexes tétramériques constitutivement actifs. L’impact de 
ces canaux sur le contenu calcique du réticulum endoplasmique est beaucoup moins 
important que celui rapporté par le groupe de Mikoshiba en 2004 (Nakayama, Hattori et 
al. 2004). Nos résultats concordent mieux avec les observations faites par le groupe de 
Verbert en 2008 (Verbert, Lee et al. 2008), montrant une implication beaucoup plus 
modeste du CTRl sur le contenu calcique du réticulum endoplasmique.
Le CTR2 s’associe aussi dans des complexes tétramériques constitutivements actifs, mais 
l’activité de ces canaux a très peu d’impact sur le contenu calcique du réticulum 
endoplasmique.
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